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論文内容の要旨
CRISPR/Cas9系は，細菌由来の獲得免疫システムを
応用した革新的なゲノム編集技術であり，従来の ES細
胞を介した Gene Targeting法に比べて極めて容易な遺
伝子改変マウスの作製を可能にした。一般的に，
CRISPR/Cas9系による遺伝子改変マウスは顕微注入法
により作製され，それには，1）卵管灌流による 1細胞
期受精卵の回収，2）CRISPR関連核酸溶液の受精卵へ
の顕微注入，3）偽妊娠マウスへの胚移植，といった ex
vivo 処置を必要とする。しかし，採卵，顕微注入およ
び移植には高度な技術が必要となること，また顕微注入
にはマイクロマニピュレーターといった高価な機器が必
要とされるため，Gene Targetingに比べて簡便な手法
となった現在もなお，誰もが容易に遺伝子改変動物を作
製できる環境にあるとは言い難い。
そこで筆者は，高度な技術と高価な機器を要せず，多
くの研究者が簡便且つ容易に実施できる，新規ゲノム編
集マウス作製法「Genome-editing via Oviductal Nucleic
Acids Delivery（GONAD）」を考案した。GONAD 法
は，1）卵管内に 2細胞期胚をもつ雌マウスの卵管を外
科的に露出させる，2）卵管内に CRISPR関連核酸溶液
を注入する，3）卵管全体へのエレクトロポレーション
（electroporation, EP）によって胚に核酸を導入する，
4）処置マウスを出産まで飼育する，というステップに
よって実施される。したがって，ex vivo処置を経ずに
ゲノム編集マウスを作出できると期待される。
本研究は，この GONAD法の確立を目的として，in
vitro/in situ EPによって卵管内 2細胞期胚への eGFP
mRNAおよび CRISPR/Cas9系 RNA（Cas9 mRNAと
sgRNA）の導入実験を実施し，ゲノム編集マウスの作
製からその有用性の実証を試みた。
第 1章 in vitro EP による卵管内 2細胞期胚への
RNA導入
本章では，EPによる卵管内受精卵への RNA導入が
可能かを検討するため，eGFP mRNA導入による eGFP
蛍光タンパクの発現を指標とした実験を行った。先ず，
過排卵処置を施した雌マウス（ICR）を雄マウス
（ICR）と交配させ，膣栓確認当日を妊娠 Day 0.5（1細
胞期胚）とし，卵管内に 2細胞期胚が存在する Day 1.5
の雌マウスを実験に用いた。
外科的処置により Day 1.5雌マウスの卵管を露出し，
eGFPmRNAを含む RNA溶液を呼気で液の出し入れを
操作出来る硬質ガラスピペットを用いて 1∼2mL程卵管
内に注入し，直ちに卵管全体を切除し，それを HBSの
入った EP用キュベットに投じ，in vitro EPを実施し
た。その後，2細胞期胚を卵管から回収し，胚培養およ
び eGFP蛍光の観察を行った。その結果，EPを実施し
た卵管から 27個の胚が回収され，回収胚の 59%（16/
27）が胚盤胞期胚まで発生し，その中の 25%（4/16）に
おいて eGFP蛍光が観察された。次に，RNA溶液を上
記同様に卵管内に注入した後，卵管を切除せず露出した
状態（in situ）のまま，ロッド型の電極を用いて in vivo
EP を実施し，翌々日，卵管を切除して受精卵を回収
し，それら組織と胚における蛍光を観察した。その結
果，蛍光の強度，部位は異なるものの，すべての卵管で
eGFP 蛍光が観察された。また，回収された正常胚の
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26%（6/23）は，eGFP蛍光を示した。胚間の蛍光強度
に差異はあったが，胚盤胞期の内部細胞塊には均一な蛍
光強度が観察された。以上から，卵管への直接的な核酸
の注入と，続く in vivo EP（いわゆる，GONAD）に
よって着床前胚への核酸（mRNA）導入が可能である
こと，導入された mRNAは正常にタンパク質へと翻訳
され，生体内で機能（発現）することが明らかとなっ
た。
次に，CRISPR/Cas9系 RNA を用い，着床前胚にお
けるゲノム編集を試みた。実験には，CRISPR/Cas9系
RNAに加えて，一部の実験区では遺伝子導入の成否の
指標として eGFP mRNAを含む RNA溶液を用いた。
CRISPR/Cas9系 RNA は，内在性遺伝子である hypo-
xanthine guanine phosphoribosyl transferase（Hprt）
お よ び eukaryotic translation elongation factor 2
（eEF2）遺伝子に対応する single-guide（sg）RNA，さ
らに eGFP transgenic（Tg）マウス内の eGFP trans-
geneに対応する sgRNAを設計し，定法に従って Cas9
mRNAと共に合成した。また，RNAの 2細胞期胚への
導入は，Day 1.5雌マウス（C57BL/6N）の卵管に前述
した RNA溶液を注入し，卵管を切り出して in vitro EP
を実施することで行った。EP後，2細胞期胚を回収し
て，それらを胚盤胞期胚まで培養し，分子生物学的解析
を行った。その結果，T7 endonuclease I（T7E1）as-
sayによる変異スクリーニング，DNAシークエンシン
グによる塩基配列決定から，標的とした 3種の遺伝子す
べてにおいて少なくとも 1種の挿入/欠失変異（indel変
異）が検出された。さらに，eGFP mRNA を共導入し
た区では，eGFPシグナルが検出された胚においてのみ
indel 変異が確認された。以上から，CRISPR/Cas9系
RNAを用いた場合でも着床前胚でのゲノム編集は可能
であることが示された。また，共導入した eGFP mRNA
は，ゲノム編集個体の簡易スクリーニングに利用できる
ことが示唆された。そこで，CRISPR/Cas9系 RNA を
用いた GONAD を卵管内 2細胞期胚に適用させた。
Day 1.5での in situ EP後，Day 2.5で胚を回収し，そ
れらを胚盤胞期胚まで培養し，T7E1，DNAシークエン
シングによる変異解析を実施した。その結果，供試した
6 個体のマウスに由来する正常胚の 12%（6/49）は
eGFP 蛍光を示した。さらに，蛍光を示した胚の 83%
（5/6）では，標的遺伝子に indel変異が検出された。以
上の結果から，in situ EPを介した GONADによりゲ
ノム編集マウスの作製が可能であることが強く示唆され
た。
第 2章 GONAD法による KOマウスの作製
第 1章では，GONAD法による 2細胞期胚への RNA
導入とそれによるゲノム編集が可能であることを示唆し
た。そこで第 2章では，GONAD 処理によってゲノム
編集胚の正常な着床能と発生能，および妊娠の維持を確
認した。即ち，GONAD処理，妊娠中期（Day 13.5）お
よび妊娠満期（Day 19.5）に胎仔を回収し，分子生物学
的な解析を行った。この場合，CRISPR 系によるゲノ
ム編集の可否を簡便に判断するため，交配に使用する雄
マウスを eGFP Tgマウス（eGFP transgeneをホモに
持つ）とし，これを正常な非 Tg 雌マウスと交配させ
た。その結果，得られる子孫個体は全てヘテロ Tgとな
り，eGFPを恒常的に発現する。従って，eGFP遺伝子
をゲノム編集の標的とするような sgRNAを作成し，こ
れを Cas9 mRNAと共に上記交配で得られた雌マウス
卵管内に投じれば，その子孫（胎仔）の中にはゲノム編
集の結果，eGFP蛍光を減弱させたものが出現すること
が期待される。
3匹の雌マウスに GONADを施した後，Day 13.5で
胎仔を回収した。その結果，雌マウス 1個体から 14体
の胎仔を回収することができた。蛍光観察の結果，右子
宮角から回収された 6 個体の胎仔のうち，2 個体は
eGFP蛍光の完全な欠失，別の 2個体は蛍光の減弱が認
められ，残る 2個体は均一な蛍光が観察された。T7E1
assayによる解析では，正常な蛍光を示した 2個体を除
くすべての胎仔において indel 変異の存在が認められ
た。加えて，eGFPの減弱が観察された 2個体の DNA
シークエンシングから，複数の波形が混在した electro-
phoregram が検出され，複数の indel 変異が導入され
た，いわゆるモザイク胚であることが確認された。
最後に，Day 19.5胎仔における解析を行った。計 4
個体の雌マウスに対し GONADを行った結果，1個体
から 11体の胎仔の回収に成功した。右子宮角から回収
された 9個体のうち 2個体で完全な蛍光の欠失が認めら
れ，別の 1個体には蛍光の減弱が観察された。これら 3
個体について分子生物学的な解析を実施したところ，蛍
光欠失を示した 2個体のうち 1個体では，約 200-bpの
大きな欠失が検出された。また，残る蛍光欠失個体およ
び蛍光減弱個体では，複数の indel変異が導入されたモ
ザイクであることが判った。このモザイク個体から得た
PCR断片をサブクローニングし，塩基配列を調べたと
ころ，蛍光欠失個体には野生型配列を欠いた 4塩基欠失
および 1塩基挿入のアレルが確認され，蛍光減弱個体か
らは野生型配列および 3塩基欠失のアレルが検出され
た。以上から，GONAD 法によるゲノム編集マウス個
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体の作製が現実的に可能であることが強く示唆された。
本研究から筆者が開発した GONAD法によりゲノム
編集された出産間近の正常な胎仔が得られ，将来的にゲ
ノム編集マウスを簡便に作製できる方向性が示された。
本結果はゲノム編集マウスの作製法で必須であった従来
の zygote-microinjectionに基づく ex vivo処置（採卵・
顕微注入・胚移植）を回避できる点で，画期的な成果で
あると考えられた。さらに，そのような ex vivo処置に
必須であった他の処置（胚移植用偽妊娠雌および精管結
紮雄マウスの調達）も不要となる。この点は，動物実験
の基本原則である 3R’s（Replacement, Refinement and
Reduction）に叶うもので，GONAD法は今後推奨され
るべき重要な動物実験法の一つになり得るものと期待さ
れる。
審査報告概要
本研究は，高度な技術と高価な機器を要せず，多くの
研究者が簡便かつ容易に実施できる新規ゲノム編集マウ
ス作製法（GONAD法）を確立するため，in vitro / in
situエレクトロポレーションによる卵管内 2細胞期胚へ
の eGFP mRNA 導入ならびに CRISPR/Cas9系 RNA
導入実験を行い，Transgene を標的とした遺伝子ノッ
クアウトによるゲノム編集マウスの作出を試みたもので
ある。その結果，GONAD 法によりゲノム編集された
出産間近な正常胎仔を得て，ゲノム編集マウスを簡便に
作出できる方向性を示している。本結果は従来の手法で
必須であった ex vivo処置（採卵・顕微注入・胚移植）
を回避できる点で，画期的な成果と考えられる。
GONAD法は動物実験の基本原則である 3R（代替・洗
練・削減）に叶うものであり，今後推奨されるべき重要
な動物実験法の一つになり得ると期待される。これらの
研究成果などを詳細に検討した結果，審査員一同は博士
（生物産業学）を授与する価値があると判断した。
─ 12 ─
